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4. —It is known that if a plant or a lower animal is mutilated 

a new growth may take place by which the organism is once 
_more rendered more or less complete, and this process has been 
termed regeneration. The regeneration of lost organs pro- 
ceeds in plants usually from dormant buds near the wound, 
whose growth is called forth as a consequence of the muti- 
lation. The phenomenon of regeneration has been interpreted 
in the purely verbal way by attributing to a plant or an animal 
some kind of feeling for its proper form (Noll’s morphestesia) or 
by the presence in the organism of a mystical agency, the 
« entelechy ». Weismann pointed out that regeneration has 
a selective value since forms endowed with this power were 
more likely to survive. Others ascribed regeneration to a 
« stimulating » effect of the wound. These and similar 
altempts of explaining regeneration need not occupy our 
attention since they have not led to scientific results. 

The earlier biologists, Bonnet and Duhamel, had a more 
chemical attitude towards the problem, assuming that a plant 
contained two kinds of sap, an ascending one which carried 
material for the shoot production, and a descending one 
carrying material for root production. If the apex is cut offin 
a plant, the ascending sap collecting near the cut will induce 
. 1 
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the growth of shoots from buds, and if the root is cut off, the 
collection of the descending sap at the base will induce there 
the growth of roots. Sachs accepted these views and genera- 
lized them by assuming as many different specific organ- 
forming substances in the plant (or animal) as there are organs. 
These specific substances were said to be present in minute 
quantities only. This assumption .has received some support 
by recent observations on the effect of internal secretions, 
especially the thyroid gland. 

In his early experiments on regeneration and heteromor- 
phosis in animals the writer was able to point out that the 
chemical viewpoint of Bonnet, Duhamel and Sachs harmo- 
nized very well with his observations. Thus he had found 
that if a piece is cut from a stem of Tudularia (a hydroid) and 
suspended in sea waler, a head (hydranth) will form at either 
end of the stem, but the head will form much more rapidly at 
the oral than at the aboral end of the piece; the difference may 
amount from a few days to a few weeks. Suppression of: the 
head formation at the oral end (by withdrawal of oxygen at 
that end) accelerated the formation of the head at the aboral 
end, so that the latter often formed as early as the oral head in 
the pieces with normal oxygen supply. This is intelligible on 
the assumption that the head formation is determined by sub- 
stances which normally flow towards the oral end of an excised 
piece of stem until a head has been formed, and that after- 
wards the direction of the flow is reversed; and that if the 
formation of a head at the oral end is suppressed by the with- 
drawal of oxygen at this end, the flow is reversed from the 
beginning and a head can develop at the aboral end as rapidly 
as the head at the oral end can under normal conditions. This 
conclusion could be submitted to a test by ligaturing an excised 
piece of stem of Twbular1a anywhere between the two ends. 
This ligature should interrupt the flow of the hypothetical head- 
forming substances from the aboral towards the oral end, and 
hence should abolish the cause for the retardation of the head 
formation at the aboral end; and this was found to be true by 
Godlewski as well as by the writer (1). 


(1) J. Lors, La conception mécanique de la vie, Paris, 1914 et La dynamique 
des phénomenes de la vie, Paris, 1908 (librairie Félix Alcan). 
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While it was thus possible to show in this and in other cases 
that the observations on regeneration in animals agree with 
a chemical theory of regeneration, an adequate proof was 
lacking ; since for this purpose quantitative determinations 
were required. The fact that the specific organ-forming sub- 
stances of Sachs were unknown and the statement that they 
exist only in minute traces in an organism made it appeara 
hopeless task to undertake quantitative experiments. The 
writer has recently found that we can investigate the regene- 
ration of the tropical plant Bryophyllum calycinum by quanti- 
tative methods without having recourse to the hypothetical 
organ-forming substances of Sachs (1). 


2. — The leaves of this plant possess the peculiarity of 
containing dormant buds in each of their notches (fig. 2) which 
give rise to roots and shoots assoon as the leaf is separated from 
the plant, or about to fall off. An explanation of the mecha- 
nism of this « regeneration » must also explain the mechanism 
by which the regeneration is inhibited as long as the leaf is in 
connection with the whole plant. We shall try to show in this 
paper that regeneration or rather the growth of the dormant 
buds in the isolated leaf of Bryophyllum takes place as a conse- 
quence of the mass action of substances present, or formed in 
the leaf; and that this regeneration cannot take place as long as 
the leaf is part of the plant, because the substances needed for 
« regeneration » in the leaf flow into the stem of the plant. 
The writer has found a quantitative method by which this idea 
can be tested. 

When a leaf of Bryophyllum calycinum is separated from its 
plant it produces new shoots, not in all of its notches but in 
only a few; while when the leaf is cut into as many pieces as it 
contains notches, each notch will give rise to a new shoot. 
Hence we may ask the question, why do not all the notches 
grow out in an isolated leaf when it is not cut into pieces? 
It is obvious that here we are confronted with the problem of 
inhibition of regeneration in so simple a form that a definite 
solution can be found. 


(1) J. Lozs, Science, 1917, XLV, 436; XLVI, 115. 
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Each node of Bryophyllum gives rise to two leaves of equal 
size. The writer found that when two such sister leaves are 
isolated and kept under identical conditions they produce in 
equal time equal masses of shoots, as Table I indicates. Nine 
pairs of sister leaves were isolated and kept for 31 days on 
moist filter paper. The one set of nine leaves, weighing 
12,022 em., produced in that time 1,436 gm. of shoots; the 
nine sister leaves, weighing 11,861 gm., yielding 1,348 gm. of 
shools. 

Table I. 


: Sp J y LE: S 
NUMBER WEIGHT SILUIOINS ATU UD) WR NLS MGM. OF SHOOTS 


of of produced 


LEAVES LEAVES NUMBER WEIGHT PER GRAM OF LEAF 


Equal masses of sister leaves produce, therefore, approxi- 
mately equal masses of shoots in the same time and under 
equal conditions. In this case the number of shoots in the two 
sets of sister leaves was not very different; we can easily cause 
a greater difference in the number by leaving one set of leaves 
intact and cutting their sister leaves into four pieces. Table II 
gives the record of such an experiment in which eight pairs of 
leaves were used; eight leaves were left intact while each of 
their sister leaves was cut into four pieces. Duration of 
experiment 35 days. 

Table ITI. 


SHOOTS PRODUCED BY LEAVES 


WEIGHT MGM. OF SHOOTS 


of produced 


LEAVES NUMBER WEIGHT PER GRAM OF LEAF 
ee 
em. 
8 Leaves, intact . 12,947 18 


8 Leaves, each cut 
into 4 pieces . 13,232 
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Although the leaves cut into four pieces produced almost 
twice as many shoots as their intact sister leaves, both pro- 
duced approximately the same mass of shoots, namely 2,834 gm. 
and 2.998 em. respectively. We may, therefore, state that 
equal masses of sister leaves produce the same mass of shoots 
even if the number of shoots differs considerably. 

When the pieces into which a leaf is cut become too small, 
the notches may not regenerate, or, if they regenerate, they may 
do so with some delay. The mass of shoots produced by such 
leaves is, therefore, liable to be a little smaller than that pro- 
duced by their intact sister leaves, though the difference is not 
great enough to obliterate the law. Table III gives a compa- 
rison between the masses of shoots produced in 12 intact leaves 
and their 12 sister leaves each of which was cut into 8 pieces. 
Duration of experiment 36 days. 


Table III. 


SHOOTS PRODUCED BY LEAVES 


WEIGHT MGM. OF SHOOTS 
of SS produced 
LEAVES ORISHn WEIGHT PER GRAM OF LEAF 


12 Leaves, intact. 20,200 34 4,755 230 


12 Leaves, each cut 
into 8 pieces . 20E N35 94 3,982 200 


The mass of shoots produced by the intact leaves is only 
slightly greater than that produced by their sister leaves, each 
of which was cut into 8 pieces. 


3. — In all these experiments the masses of the two sets of 
sister leaves were approximately equal. It was necessary to 
find out how the mass of shoots would vary if the masses of 
the two sets of leaves varied considerably. For this purpose 
large pieces were cut out of the center of one set of leaves, 
while their sister leaves remained intact, It was found that 
the mass of shoots produced in the two sets of leaves varied 
approximately with the mass of the two sets of leaves. TableIV 
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gives the resulls. The leaves dipped with their apices into 
water. 


Table IV. 
CN ea el | 
SHOOTS PRODUCED MG. 
a BY LEAVES OF SHOOTS 
of produced 
PER GRAM 
LEAVES 
NUMBER | WEIGHT | OF LEAF 
4. (37 days) : em. em. 
5 Leaves with center cut out... . -| 7,64 4A 7,64 99 
GH Rileincie seni, MIA. 4 6 6c 5 5 13,80 9 13,80 104 
2. (25 days) : 
7 Leaves with center cul out... . -| 9,899 21 Leis 123 
7 Sister leaves, intact. ...-: - Slee 935 25 ES) 118 
3. (32 days) : 
9 Leaves with center cul out... . .}| 10,522 Op) 2 PMP 218 
9rSister, leaves, imtacteae.) sal a-e eee 17,852 30 3, 480 492 


These experiments show that if we reduce the mass of one set 
of leaves by cutting out pieces in the center, while their sister 
leaves remain intact, both sets will produce in equal time and 
under equal conditions shoots in proportion to their masses. 
This law explains the inhibition of shoot production in a leaf. 
Observation shows that, when we isolate a leaf of Bryophyllum 
calycinum, those notches will as a rule grow out first into 
shoots where the leaf is thickest; as soon as these grow out 
the rest of the notches is prevented from growing, inasmuch 
as all the material available in the leaf now flows into the 
notches where shoots first begin to grow out. This with- 
drawal of the material from the other notches determines the 
inhibition of growth in these notches, since the material avail- 
able at any time for shoot production is, as we have seen, 
limited and fixed by the mass of the leaf. When we cut a leaf 
into as many pieces as there are notches, they may all rege- 
nerate since no other notch can withdraw the material available 
for the growth of each. 

We have it entirely in our power to decide which notch in 
a newly isolated but intact leaf shall grow out first; all we 
need to do is to dip that notch into water. We do not know 
definitely how the increase in water supply can accelerate the 
growth of a notch, though we may guess that an acceleration 
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ofa hydrolytic process may be involved. By thus accelerating 
the rate of shoot production in a notch we suppress at the same 
time the growth of the other notches of the same leaf, inas- 
much as the available material in the leaf will now flow into 
the growing shoot. How it happens that the material in the 
leaf flows to that notch or those notches which by chance 
first give rise to shoots can only be guessed for the present, 
and may, therefore, be omitted from the discussion. 

The new shoots formed in the notches may be considered as 
parasites living on the leaf and finally consuming it comple- 
tely. In all cells hydrolytic processes go on, until a definite 
chemical equilibrium is reached between hydrolytic and syn- 
thetic processes. The hydrolytic processes furnish the amino- 
acids, sugar, and other constituents needed for the growth of 
rools and shoots from the notches. _In two sister leaves these 
hydrolytic processes will take place at the same rate as long 
as the conditions remain alike, and from this we can under- 
stand why in two sister leaves the production of shoots pro- 
ceeds in proportion to the mass of the two leaves. It is pro- 
bable that the assimilation in the leaf also contributes to the 
quantity of material available for shoot production. This 
» seems to follow from the fact that in the dark the rate of 
shoot production in a detached leaf is considerably diminished. 


I] 


It had been observed by Wakker that when a piece of stem 
is left attached to a leaf of Bryophyllum calycinum the shoot 
production in the leaf may be inhibited (fig. 1) and the obser- 
vation has been confirmed by de Vries and by Gebel. Wakker 
attributed this inhibition to the « pressure » of the roots 
formed on the piece of stem, but it can be shown that the 
inhibition takes place also when the root production is pre- 
vented in such a piece of stem. Te suppression of shoot for- 
mation in a leaf by a piece of stem attache to it should find 
its explanation on the same principle which was proved in the 
first part of this paper : namely, the withdrawal of the mate- 
rial needed for regeneration from the leaf by the stem. In 
order to test this idea we again need quantitative methods. 
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When we cut from a stem a piece containing one node, 


nen 


QyZ 


=i Y 
\ Ta 
= 
Fic. 4. Fie. 2. 
Fies. 1 and 2. — Sister leaves dipping with their apices in water. Leaf in 


fig. 2, without stem, has formed four shoots in four different notches. Leaf 
in fig. 1, attached to a piece of stem, has just commenced to form one tiny 
shoot in one notch. The material wich caused shoot production in leaf 
2 was utilized by the stem in leaf 1 for the production of a large shoot on 
the stem, for callus formation at the basal end of the stem, and for a slight 


geotropic curvature. The drawing was made seven weeks after the begin- 
ning of the experiment. 


detach one of the two leaves, leaving the other leaf atiached 
to the piece of stem (figs. 1-2), and allow both leaves to dip 
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with their apices into water, both leaves may form shoots but 
the mass of shoots produced by the two sister leaves is no 
longer equal. The leaf with a stem attached will produce a 
smaller quantity of shoots than the leaf without stem, and the 
difference in the mass of shoots produced by the two sister 
leaves can serve as a measure for the inhibiting effect of the 
piece of stem upon shoot production in the leaf. By this 
method it was found that if the masses of leaves are equal 
the inhibiting power of the stem increases with its size or - 
mass. Table V may serve as an example. 


Table V. 


WEIGHT OF SHOOTS 


LENGTH WEIGRT WEIGHT PRODUCED IN 
INHIBITING ACTION 
of of of 
S Saar Sate OF STEM 
STEMS STEMS LEAVES Treae Be ae 
without stems} with stems 
cm. em. gm. em. em. em. 
4 1,960 40,5 2,001 vow i 0,684, 
2,656 0,441 


Sixteen pairs of sister leaves were chosen, 16 leaves were 
attached each to a (half) (1) stem 1 cm. long; the 16 sister 
leaves had no stem attached. The latter produced in 
17 days 55 shoots weighing 2,361 gm., the former 42 shoots 
weighing 1,677 gm. The inhibiting effect of the 1 cm, half 
stem upon shoot production in the leaf was, therefore, 
2,361 — 1,677 = 0,684 gm. In a parallel experiment 
14 pairs of sister leaves weighing almost exactly as much as 
the leaves in the first experiment were used; 14 leaves were 
attached each to a half stem 6 cm. long, while the sister 
leaves had no stem atiached. The latter produced in 47 days 
49 ‘shoots weighing 2,656 gm., while the leaves with stems 
produced only 16 shoots weighing 0,441 gm. ‘The inhibiting 
effect of the 6 cm. stem upon shoot production in the leaves 


(1) It will become clear later on what is meant by half stem. 
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was, therefore, 2.656 — 0,441 = 2,215 gm., almost 4 times 
as much as that of the 1 cm. stem. The 4 cm. half stems 
weighed fresh 1,960 gm., the 6 cm. half stems 15, 427 em. 
Hence the inhibiting oes of the stems upon shoot pr duels 
in the leaf increases with the length and mass of the stem but 
not as rapidly. 

Other experiments gave similar results. 

The main problem before us was to decide the question 
whether or not the inhibiting effect of the stem upon shoot 
production in the leaf is due to the absorption by the stem of 
thal material from the leaf which would have served for the 
shoot production in the latter, had it been detached from the 
stem. If this were the case it should be possible to show that 
the stem attached to a leaf increased in weight enough or more 
to account for the diminution of shoot production. In order 
to test this idea the following method was adopted. A piece 
from the stem of Bryophyllum containing one node with its 
two leaves, was cut out from a plant and the stem split longitu- 
dinally in the middle between the two leaves, leaving one “half 
of the stem attached to each leaf. The half stem was removed 
from one leafand weighed directly. The leaf whose half stem 
was cul off and the other leaf, with a half stem still attached to 
it, served for the experiment. After several weeks the stem 
was removed from the second leaf and weighed. It was inva- 
riably found that the stem had increased in weight to an 
amount exceeding the diminution in the production of shoots 
in the leaf attached to it. 

While in the experiments mentioned in the first part of 
this paper, the fresh weights of the shoots were used for compa- 
ison, it was found necessary in this case to use the dry 
weights. It was found that, while the ratio of fresh and dry 
weight of shoots and leaves is fairly constant under the con- 
eon of the experiments of the first part of this paper, this is 
no longer the case for the split stems. The percentage of dry 
Pinde in asplit slem is smaller immediately after the stem is 
cul oul of a plant than afterit has been suspended in moist air 
for several weeks. Since the results of the experiment depend 
upon a comparison of the weight of a half stem when taken 
fresh from the plant and after some weeks, only the dry 
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weights can give accurate results. In the following three sets 
of experiments, Tables VI and VII, the mass of each set of 
leaves was approximately the same, namely about 28 gm. fresh 
weight for 12 leaves. What interests us is, first, the diffe- 
rence in the dry weight of shoots produced in the leaves 
without and the leaves with half stems, second, the increase in 
the dry weight of the half stems left attached to the leaves 
during the experiment. According to our theory this latter 
increase should be equal to or greater than the difference in the 
shoot production in the two leaves. Each set of experiments 
was carried out with 12 pairs of sister leaves. In these expe- 
riments the leaf was always at the apex of the piece of stem, 
since it was found that the leaf sends its material into the 


basal part of the stem attached to it. The experiments lasted 
29 days. 
Table VI. 


DRY WEIGHT OF SHOOTS 


DIFFERENCE 

NUMBER LENGTH EX ODTICE DEIN (inhibiting effect 

of of OF STEM 
| . 

EXPERIMENT STEM Payee mean on Bhs Sie tia: 

without stems | with stems wy tea) 
em. em. gm. em. 

I 2 02156 0,0256 0,0918 
I 4. 0, 2674 0,0558 0, 2116 
Ill 8 0, 1662 0 = 0,1662 


VEE SE ESE A EIS ESE EE EPA IT. LLL LEE EELS LL ALLE LEE OD 


Table VII gives the increase in weigt in the ‘half stems 
during the experiment. 
' We see from Table VI that the 2 cm. stems reduced the 
shoot production in the leaves by 0,1238 gm. (dry weight). 
Table VII shows that the stems gained in the same time 
0,2448 em. in dry weight. Since this gain could have no 
other source than the supply of material from the leaf, the 
experiments make it probable that the suppression of shoot 
production in the leaf is caused hy the absorption of material 
from the leaf by the stem. In experiment II the stems were 
twice as long as inexperiment I and hence we nolice that these 
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stems reduced the shoot production in the leaf more than the 
shorter stems in experiment I, namely 0,2116 gm. dry weight. 
Hence we should expect to find that the larger stem in expe- 
riment II had also gained more in mass than the shorter stem 
in experiment I, and this was the case. The gain in mass of 
the stems was 0,3382 em. dry weight. In the third experiment 
the 8 cm. long stems suppressed the shoot production in the 
leaf completely, but the control leaves produced a considerably 
smaller mass of shoots (0,1662 gm. dry weight) than the con- 
trol leaves in the two previous experiments, although the 
experiments were made simultaneously and at identical tem- 
peratures. Itis possible that the illumination was not adequate 
or that the leaves were not in as good a condilion as the others. 
The stems in this experiment gained also less than the shorter 
stems in experiment II, namely 0,3172 gm. . 


Table VII. 


DRY WEIGHT OF HALF STEM 


NUMBER Ne —————— ———— RIG Meee 

of of AT BEGINNING AT END in dry weight 
EXPERIMENT STEM ° 
, of of OF STEM 
experiment experiment 


0, 6866 


41,1462 


These and similar experiments show, first, that the inhi- 
bition of shoot production in a leaf by a piece of stem attached 
to it is accompanied by an increase in the mass of the stem, 
and, second, that this latter increase varies in the same sense 
as the inhibiting effect of the stem upon shoot production in 
the leaf. In view of this fact and in view of the facts given in 
the first part of this paper it seems, therefore, highly probable 
that the inhibiting action of the stem upon the shoot production 


in the leaf is due to the absorption of material from the leaf by 
the stem. 
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It might be argued that our experiments would be more satis- 
factory if the increase in the amount of dry weight of the stem 
were exactly equal to its inhibiting effect upon the shoot pro- 
duction in the leaf instead of being in excess. Yet, the result 
we actually obtained is exactly the one which in the nature of 
the circumstances should be expected, since the leaf « natu- 
rally » sends its material into the stem and as a consequence 
the stem can draw from the leaf material more rapidly than 
can be done by notches of the leaf. When the notches begin to 
grow out new channels for the flow of sap to them will era- 
dually have to be developed, while such conducting vessels or 
channels from leaf to stem are a part of the normal leaf. 
These ideas are supported by anumber of observations. Thus 
it can be shown that the shoots which form in the free bud of 
a stem, as in Fig. 1, develop more quickly than the shoots in 
the notches of a leaf, even if the apex of the latter dips into 
water, thus indicating that the material of the leaf collects more 
rapidly in the stem than in the notches. Moreover, a piece of 
stem of a certain size will inhibit the shoot production in the 
notches of a leaf completely when the leaf is small, while the 
inhibition will be less complete when the leaf is larger. If the 
chances for the flow of material to the notches were the same 
as for the flow to the stem we should expect to find a constant 
coefficient of distribution of material between notches and 
stem which is not the case. 

Finally, the stem not only inhibits shoot production in the 
leaf but also root production. If this is due to the absorption 
of material by the stem the latter should gain more than the 

“equivalent of the inhibiting effect on shoot production alone. 


Il. 


The proof that the dry weight of a piece of stem left in con- 
nection with a leaf increases more than necessary to account 
for the inhibitory effect of the stem upon shoot production in 
the leaf, becomes of great significance when we investigate 
what becomes of this material in the stem. We notice that it 
is utilized for at least three different forms of growth in the 
stem, namely, first, the formation of shoots from the dormant 
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buds in the stem, second, the callus formation at the basal end 
of the stem, and, third, the geotropic curvature of the stem, 
all three of which may be observed in the same piece of stem 
attached to a leaf, as is the case in Fig. 14. When we cuta 
piece of stem with one leaf attached to it (asin Fig. 1) froma 
plant, such a stem will form a shoot from its free bud (in the 
axil of the leaf which was removed), and the mass of this shoot 
may equal or even slightly exceed the mass of shoots produced 
by the sister leaf which is not attached to a stem (as in Fig. 2). 
We can easily understand that the same material may be 
utilized for shoot production in the leaf and in the'stem. But 
in addition such a stem produces a mass of callus at its basal 
end, the material for which also comes from the leaf. And 
finally, a third form of growth takes place in the stem at the 
expense of material from the leaf and this results in geotropic 
curvature. 

The connection between geotropic curvature of a stem and 
the mass of the leaf connected with it can be demonstrated and 
since this relation is a recent discovery (as far as the writer is 
aware) it may be briefly discussed. The writer found a year 
ago that, if a piece of stem is cut out from Bryophyllum and 
suspended horizontally in moist air, the stem will gradually 
bend until it finally assumes the shape of a U with the concave 
side above (Fig. 3). It was found that this geotropic curva- 
ture is due to a longitudinal growth of a certain layer of cells 
in the cortex on the lower side of a horizontally placed stem ; 
as a consequence of this growth the whole stem bends in the 
way described. 

Now if our assumption is true that the inhibiting effect of 
the stem is due tothe absorption of that material from the leaf 
which would have served for regeneration in the leaf ; and that 
this material is utilized for the growth of certain cells in the 
stem, we should be able to show that the geotropic curvature 
increases with the mass of the leaf attached to the apical end 
of the stem. Our experiments show in a striking way that 
this is correct. 

Stems, each of which having a leaf at the apical end were 
suspended horizontally in moist air; the leaves and stems 
were approximately equal in size. The leaves of one set were 
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left intact while the mass of the leaves of ‘the second set was 
reduced by cutting pieces out from the middle of the leaf. It 
was found that the rate of geotropic bending in the latter leaves 
was considerably slower than in the leaves with larger mass 
(Fig. 3). No matter in which way the mass of the leaf was 
reduced the rate of bending varied in the same sense as the 
mass of the leaf. Fig. 3 is a photographic reproduction of 
such an experiment. The leaves of the stems on the left side 
were intact, the mass of the leaves of the stems on the right 
side of the photograph was diminished by cutting off the front 
part of the leaves. Both sets of stems were straight at the 
beginning of the experiment and both sets were suspended 
simultaneously. The stems on the left, with the larger leaves, 
are bent more strongly than those with smaller leaves on the 
right. We have seen in the first part of this paper that the 
shoot production in a leaf varies with its mass. The geotropic 
curvature of a stem of Bryophyllum also varies with the mass 
of the apical leaf attached to it, no matter which part of the 
leaf is cut off. This supports the idea that the geotropic cur- 
vature of the stem occurs at the expense of that material which 
exists or is formed in the leaf and serves for the formation of 
shoots by the leaf when the latter is detached from the stem. 

We can now anderstund why « regeneration » occurs when 
the leaf of Bryophyllum is separated from the plant and why it 
cannot occur as long as the leaf forms part of the whole 
organism. 

The writer is under the impression that further quantitative 
experiments will put the problem of regeneration into the 
category of the phenomena of nutrition or mass action. Rege- 
neration appears mysterious only as long as we do not perceive 
or measure the change in the distribution of the masses of the 
nutritive material, which must occur when a part is cut out 
from a whole organism. 


Mémoire publié A Voccasion du jubilé de E. Metchnikoff. 


RECHERCHES SUR LA FLORE INTESTINALE 
CONTRIBUTION A LETUDE 
DES MICROBES PRODUCTEURS DE PHENOL 
PRINCIPAUX CARACTERES DU BACILLUS PHENOLOGENES 


par ALBERT BERTHELOT. 


Si nombreuses que soient les preuves cliniques et expéri- 
mentales du réle néfaste de l’auto-intoxication intestinale, bien 
des cliniciens le mettent encore en doute. Les poisons sans cesse 
élaborés par les microbes de notre tube digestif leur semblent 
incapables d'une action nuisible parce que, méme chez les 
sujets qui accusent des phénoménes de putréfaction intestinale 
trés intenses, ils ne sont produits qu’en trés faible quantité. 

Le phénol et le p-crésol, en particulier, leur paraissent sans 
aucun intérét & cause de la faiblesse relative de leur toxicité 
immédiate et surtout du peu d énergie avec laquelle se mani- 
feste le pouvoir phénologéne des hotes habituels de notre 
intestin. 

M. Metchnikoff a pourlant montré que, méme a trés petites 
doses, le p-crésol sclérose les artéres, les reins et le foie pourvu 
que son action soit prolongée trés longtemps. Ce sont précisé- 
ment de telles conditions de quantité et de durée que réalise 
l’auto-intoxication intestinale ; aussi concoit-on difficilement 
qu’on puisse ne pas croire & ses méfaits. On objecte, notam- 
ment, que les puissants moyens de défense dont dispose notre 
organisme luttent sans cesse contre ce léger empoisonnement 
permanent. Mais leur activité incessante n’est pas sans les 
altérer & la longue; peu a peu, plus ou moins vite, leur 
capacité de neutralisation, de destruction ou d’élimination 
diminue et l’auto-intoxication intestinale, sans qu'elle s'aggrave 
quantitativement, augmente de plus en plus d’importance au 
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point de vue de son rdle pathogéne. A mesure que s'usent nos 
organes, la portée du facteur continuité d’action s’affirme 
davantage et il arrive un moment ow l’influence nuisible des 
tres petites quantités de poisons produites par la flore de notre 
tube digestif cesse d’étre insignifiante. 

Ces quantités sont-elles toujours aussi minimes que l’admet- 
tent la plupart des auteurs? Jusqu’a ce jour, les faits nous le 
laissaient croire, car les microbes connus comme producteurs 
de phénol n’en donnent que des traces, dans les conditions les 
plus favorables. Dobrowolsky (1), quia repris assez récemment 
l'étude de cette question, conclut de ses recherches que « la 
propriété des microbes de fabriquer du phénol est trés peu 
marquée dans les cultures pures »; bien qu’il ait examiné un 
assez grand nombre d’espéces, il n’a trouvé comme forts produc- 
teurs que les « bacilles paracol:, de H. Tissier (n° 91 et 94) », 
qui ne lui ont fourni, du reste, que 23 et 18 milligrammes de 
phénol par litre de milieu aprés dix jours de culture & 37°. 
Parmi les autres représentants de la flore intestinale, il n’y eut 
que quelques autres B. paracoli, quelques B. coli, B. proteus et 
B. putrificus coli, qui produisirent du phénol; encore ne lui en 
donnérent-ils, aw maximum, que 3 milligrammes par litre de 
milieu. 

Les auteurs qui ne croient pas a l’importance pathogéne des 
hétes habituels de Vintestin trouvaient donc, dans les travaux 
mémes des bactériologistes, des arguments en faveur de leurs 
critiques; & l'avenir, ces arguments leur manqueront, car les 
faits que je vais exposer ont Gbranlé la base sur laquelle ils 
reposaient, 

Il y a quelques années, j'ai montré qu’en se guidant sur les 
données chimiques que nous possédons sur lorigine des prin- 
cipaux poisons formés dans le tube digestif, il est possible 
Wisoler de la flore intestinale des espéces montrant une affi- 
nité particuliére pour les produits ultimes de la digestion des 
protéiques, espéces parmi lesquelles se trouvent naturellement 
les plus grands producteurs de produits toxiques. A condition 
d’opérer sur un assez grand nombre d’échantillons, il suffit, 


(1) Dosrowotsky, Des microbes producteurs du phénol. Annales de UV Institut 
Pasteur, juillet 1910, t. XXIV, p. 595. 
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en effet, d’ensemencer, avec une trace des matidres fécales, 
un volume suffisant d’un milieu ne contenant comme aliment 
organique qu'une petite quantité d’un acide aminé, pour obte- 
nir, rapidement, en quelques passages, une culture pure d’un 
microbe attaquant l’aminoique employé et souvent d’une 
maniére spécifique (1). 

Le phénol et le p-crésol, qui apparaissent dans les putréfac- 
tions, se formant aux dépens de la tyrosine, constiluant impor- 
tant de la plupart des molécules albuminoides, il. paraissait 
évident, a privri, que ce serait parmi les microbes pour lesquels 
cet acide aminé est un aliment d’élection qu’on trouverait les 
plus forts producteurs du phénol. Dés mes premiéres recher- 
ches, j'ai constaté qu'il en était bien ainsi et deux des premiéres 
bactéries acidaminolytiques que j’ai isolées donnaient en quinze 
jours, dans une solution nutritive a base de tyrosine, assez de 
phénol pour que j’aie pu, avant toute recherche chimique, 
reconnaitre la présence de ce corps 4 Vodeur caractérisltique 
que répandaient les cultures. 

Ces deux microbes étaient extrémement voisins, mais je n’ai 
pu étudier complétement que l’un d’eux, ayant perdu [autre 
accidentellement aprés quelques repiquages. Le milieu que 
javais employé pour l’isolement présentait la composition sui- 
vante : 
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La tyrosine était acide aminé naturel, lévogyre, résultant 
de la purification du produit obtenu cans la digestion pancréa- 
tique de la viande; par suite de sa trés faible solubilité dans 
leau froide, elle restait en grande partie non dissoute dans la 
liqueur. 


(1) Argent Bertartor, Recherches sur la flore intestinale. Isolement des 
microbes qui attaquent spécialement les produits ultimes de la digestion 
des protéiques. Comptes rendus de lAcad. des Sciences, 24 juillet A944 
t. CLVI. Consulter également : Presse médicale, 19 avril et 6 aotit 1917 (Tech- 
nique de la vaccinothérapie de certaines entérites chroniques). 


20 ANNALES DE LINSTITUT PASTEUR 


Dans cette solution nutritive, en quinze jours, 4 37°, la pro- 
duction de phénol atteignit 797 milligrammes par litre. L’inten- 
sité du pouvoir phénologéne n’étant peut-étre que la consé- 
quence d’une adaption au milieu intestinal et me paraissant 
susceptible de diminuer au cours des passages en milieux 
usuels, je ne pris note, & ce moment, que des principaux 
caractéres du microbe que je venais d’isoler et je remis 4 plus 
tard son examen détaillé. Les auteurs qui ont étudié les bacté- 
ries productrices de phénol ont surtout observé des espéces 
accoulumées depuis longtemps aux milieux artificiels et dont 
les propriétés pouvaient, par conséquent, se trouver assez 
différentes de ce qu’elles étaient 4 l’origine ; en ne me placant 
pas dans des conditions analogues, je me serais exposé a décrire 
les caracléres encore mal fixés d’un microbe déja connu. 

Jai donc réensemencé tous les trois mois, par piqtre en 
gélose et en gélatine, le microbe phénologéne que j’avais isolé 
en juin 1911, et ce n'est qu’en janvier 1914 que j’ai repris 
l'étude de ses caractéres dont voici l’exposé: 


OxteinE. — Matieres fécales d'un sujet, agé de trente ans, présentant 
depuis dix ans des signes d’appendicite chronique avec colite muqueuse. 

Mobe b'IsoLemenT. — Trois repiquages dans un milieu électif ot la tyro- 
sine représeniait le seul élément organique. Séparation des colonies sur le 
méme milleu ¢élosé. 

FORME ET DISPOSITION DES ELEMENTS (Fig. I, 1).— Petit bacille large et court, 
presque ovoide (cocco-bacille). Dans les jeunes cultures sur gélose inclinée, 
assez forte proportion d’éléments deux fois plus longs que larges avec une 
ébauche d’étranglement au milleu; trés rarement éléments encore un peu 
plus longs. 

En bouillon les petites formes dominent; un trés grand nombre sont 
agglutinées en amas se dissociant difficilement. 

Motitité. — Mobilité extrémement faible, presque insensible méme a l'ultra- 
microscope. 

Cus \Fig. I, 2). — La petite forme normale, cocco-bacillaire, présente a 
une de ses extrémités un cil long et trés fin; certains éléments en ont deux, 
un 4 chaque pole. Les formes longues en présentent quatre A six, un a chaque 
extrémité, deux de chaque coté. 


Capsutr. — Jamais de capsule, méme dans les exsudats des animaux ino- 
culés. 
Spores. — Pas"de sporulation, méme dans les vieilles cultures sur gélose 


pauvre en substances nutritives. 
CARACTERES DE CoLORATION. — Ne prend pas le Gram et se colore tres facile- 
ment par les couleurs d’aniline. 


DIMENSIONS prs ELEMenTs. — Les formes normales mesurent de 0u3 a Ou5 de 
largeur sur 0y4°a 0»8 de longueur. 


— 
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ACTION DE L’oxyeiNe. — Anaérobie facultatif. 

TEMPERATURE OPTIMA. — 37°, 

TEMPERATURE MORTELLE. — Les cultures en bouillon, en ampoules de 4 cent. 
cube, sont stérilisées par un chauffage de quinze minutes a 55°. 

CARACTERES DES CULTURES : 

Bouillon ordinaire. — Trouble du milieu, flocons facilement dissociables. 
Dépot abondant. Collerette peu apparente. ; 

Bouillon Martin. — Milieu a peine trouble, abondant dépot floconneux. - 
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Fic. I. — Bacillus phenologenes. 
1, Forme et disposition des éléments. — 2, Disposition des cils. 
Bouillon glucosé. — Mémes caractéres qu’en bouillon Martin. 
Bouillon de légumes (Carotte, Navet, Pomme de terre). — Trouble trés 


ué avec dépot lourd et abondant. : 
ap. aac ee Aprés vingt-quatre heures 4 37°, trouble a la partie supé- 
rieure; aprés trois jours, léger voile et collerette,, trouble floconneux pti 
la moitié supérieure, au fond des tubes dépoét adhérent abondant. fauna) 
Bouillon sérum. — Trouble du milieu, dépot floconneux bien agglomeré. 
Bouillon lactique & 2 p. 1.000. — Au troisi¢me jour milieu clair, mais abon- 
dant dépét formé de grumeaux se dissociant mal. 
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Lait tournesolé. — La coagulation avec trés légére acidification se produit 
seulement le troisiéme jour a 37°. se : 

Gélose (Fig. HI, 1, 2, 3). — En strie sur gélose inclinée, la culture a 37° pré- 
sente l’aspect d'un enduit transparent, peu épais, blanchatre par réflexion, 
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Fic. Il. — Aspect des colonies. 
Milieu de culture : 1, Gélose séche. — 2, Gélose humide. — 3, Gélose 
stche. — 4 et 5, Gélatine. 


A gauche, vue en place. 
A droite, 1, 2, 3, 4, coupes; 5, vue d’une colonie incluse dans la gélatine 
a 45 millimétres au-dessus de la surface. 


légerement teinté de brun par transparence. La surface est séche, rugueuse; 
les bords festonnés sont amincis, mais a pente raide. 

En piqtre, culture en clou comme pour la gélatine. 

Sur plaques ou sur gélose inclinée, & 37°, les colonies alteignent en vingt- 
quatre heures un diamétre variant entre 0™™75 4 2™"5, Leur forme n’est pas trés 
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réguliére; certaines, les jeunes surtout, sont presque circulaires, mais la 
plupart sont a bords festonnés, irrégulitrement découpés. Elles sont 
presque transparentes, trés légérement teintées de brun, surtout vers le 
centre qui est un peu plus épais que les bords; par réflexion elles sont blanc 
grisatre, ieur surface semble séche et un peu rugueuse. 

Gélatine (Fig. Il, 4, 5). — Sur plaques, A 22°, les colonies de la surface attei- 
gnent en huit jours un diamétre moyen de 41 millimétre. Elles sont assez 
régulitrement circulaires, d'un blanc grisatre, leur épaisseur s’accroit lége- 
rement de la périphérie vers le centre et leur surface est d’apparence 
rugueuse. Dans l’épaisseur de la gélatine elles restent toujours plus petites, 
sont faiblement teintées de brun et de forme lenticulaire. 

En piqtre le développement se fait en clou; la culture est d’un blanc gri- 
sdtre et envahit 4 la longue toute la surface libre du milieu. En aucun cas, 
il n’y a liquéfaction de la gélatine. 

Gélose ascite inclinée. — En vingt-quatre heures, a 37°, colonies opalescentes 
trés transparentes de forme identique a celles sur gélose ordinaire. 

Gélose au sang inclinée. — En strie le développement s’effectue sous 
forme d’un enduit abondant 4 surface rugueuse et a’un blanc jaunatre sale. 

Sérum coagulé. — En quarante-huit heures, a 37°, culture grisatre peu abon- 
dante limitée 4 la strie d’ensemencement. 

Pomme de terre. — Léger enduit blanchatre s’étendant trés peu autour du 
point d’ensemencement. 

Bouillon de haricots (Mazé). — En vingt-quatre heures, 4 37°, trouble flocon- 
neux, collerette, dépot abondant. 

Urine humaine. — En vingt-quatre heures développement abondant avec 
collerette. 

Gélose de Conradi-Drigalski. — Colonies rondes, blanc grisatre rosé, d’aspect 
sec et a surface légérement rugueuse. Elles présentent sensiblement la 
forme d’une calotte sphérique trés aplatie avec une dépression centrale 
montrant elle-méme une légére surélévation 4 son centre. Auréole rouge 
peu intense. : 

Eau peptonée (Peptone pancréatique Defresne). — En vingt-quatre heures, 
voile avec collerette peu apparente, trouble abondant a la partie supérieure 
avec flocon tombant au fond. 

Eau peptonée glucosée 810 p.1.000; réaction limite. — Aprés 15 jours, a 37°, 
réaction acide correspondant 4 1 gr. 225 de SO‘H? par litre. 

Lactosérum (présure). — Trouble léger en vingt-qualre heures, a 37°. 

Milieu de Gessard au succinate d’'ammoniaque. — Aprés vingt-quatre heures, 
4 37°, trouble A peine sensible; au troisiéme jour, dépot floconneux avec 
collerette et voile peu accusés. 

Liquide de Uschinsky. — En vingt-quatre heures, & 37°, flocons abondants 
et collerette. 

CARACTERES BIOCHIMIQUES : 

Aucune action protéolytique sur la gélatine, le blanc d’ceuf coagulé, le 
sérum coagulé ou la caséine. 

Développement abondant, méme au quatriéme passage, sur milieux pour 
Visolement des acidaminolytiques & base de /-tyrosine, de tyrosine racé- 
mique, Whistidine, de proline, d’arginine, de lysine, d’alanine ou de leucine. 
Pas de culture apparente avec le glycocolle, le tryptophane, la phénylala- 
nine, l’acide glutamique ou l’acide aspartique. 

Formation de phénol en présence de tyrosine | et dl, de glycyltyrosine, ou de 
peptone pancréatique de viande Coloration rose des milieux tyrosinés primitive- 
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ment incolores. — Aucune production d'indol ou d’acide indol-3-acétique dans 
les milieux riches en tryptophane (peptone pancréatique de caséine, solu- 
tions minérales additionnées de tryptophane). Formation rapide d’hydrogéne 
sulfuré dans les cultures en solution de peptone pancréatique Defresne; la 
gélose A l'acétate de plomb brunit en quatre jours a 22° et en vingt-quatre 
heures a 37°. 

L’ensemencement dans une solution de peptone de soie (Hoffmann La 
Roche), 4 1 p. 100, provoque en vingt-quatre heures, a 37°, apparition d'un 
léger trouble avec dépot glaireux; dans une solution 4 1 p. 100 des produits 
abiurétiques résultant de Vhydrolyse diastasique prolongée de la viande, le 
trouble est plus marqué avec formation de flocons et d'un dépdét grumeleux. 

A 37°, en vingt-quatre heures, trouble trés léger apres ensemencement de 
solutions nutritives dans lesquelles l’azote est fourni par 2 p. 1.000 durée, 
dallantoine, de caféine ou de créatine. 

Formation de nitrites dans les cultures en eau peptonée ou en solution 
minérale nitratées. 

Réduction partielle du rouge neutre, avec fluorescence, dans les cultures 
de vingt-quatre heures en eau peptonée; en quatre jours réduction totale. 

Les cultures de quatre jours, 4 37°, en eau peptonée additionnée de glu- 
cose, de lévulose, de galactose, de saccharose, de lactose, de maltose, de 
glycérine, de mannite, d’arabinose, de xylose, de mannose, de raffinose, de 
rhamnose, de glucosamine, d’esculine ou de méthylglucosides « et B pré- 
sentent une réaction acide au tournesol. Avec la dulcite, lérythrite, la 
dextrine, ’amidon, l'inuline, le glycogéne, la sorbite, l'inosite, la salicine, 
VYamygdaline ou l’arbutine, les cultures restent neutres. 

Avec lesculine l’acidification est A peine sensible, mais il y a un abon- 
dant dépdt desculétine. L’amygdaline et les deux méthylglucosides pro- 
voquent la formation d’un voile épais. 

Povuvoir pataocknr. — Le pouyoir pathogéne des cultures totales de vingt- 
quatre heures, en bouillon, est pratiquement sans importance. En effet, la 
souris résiste a linoculation sous-cutanée de 3 cent. cubes et le cobaye a 
Vinoculation intrapéritonéale de 2 cent. cubes; le lapin supporte facilement 
1@ cent. cubes sous la peau, 5 cent. cubes dans le péritoine ou 3 cent. cubes 
dans les veines. La production de toxine semble nulle, car le cobaye ne pré- 
sente aucun signe d’intoxicalion aprés linjection intrapéritonéale de 42 cent. 
cubes ou linjection intraveineuse de 5 cent. cubes d'une culture en bouillon 
Martin de dix jours, filtrée sur bougie. 


Comme les auteurs qui ne croient pas encore au role néfasle 
de lauto-intoxicalion intestinale n’auraient pas manqué de 
m’objecter que la présence des multiples produits de la diges- 
tion devait empécher la formation de phénol, j’ai cultivé le 
B. phenologenes dans un milieu contenant non seulement 
toutes les substances qui résultent de Vhydrolyse tryptique et 
éreptique des protéiques de la viande et de la muqueuse intes- 
tinale, mais aussi les diastases pancréatiques et intestinales, 
ainsi que des albumines coagulables par la chaleur. Dans ces 
conditions, j'ai constalé que, toutes choses égales d’ailleurs, la 
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quantité de phénol formée était encore les 40 centitmes de 
celle que le B. phenologenes produit dans un milieu ne conte- 
nant que de la tyrosine comme aliment organique. D’autre 
part, j'ai observé que si l’on ensemence ce milieu peptoné 
spécial avec du B. phenologenes et un des microbes suivants: 
B. colt, B. lactis aerogenes et Proteus vulgaris, la production 
du phénol n’est nullement influencée. 

La plupart des bactériologistes ne recherchant pas la produc- 

tion de phénol et n’étudiant l’action sur les hydrates de carbone 
-qu’avec un petit nombre de corps, ce microbe a peut-étre été 
décrit sommairement comme un « coliforme » ou un « paracoli ». 
Comme je n’ai trouvé aucune description détaillée qui paraisse 
le concerner et qu'il est le seul grand producteur de phénol 
actuellement connu parmi les microbes de l’intestin, je propose 
de le nommer Bacilius phenologenes. 

Depuis mes premiers essais, je l’ai recherché, avec la colla- 
boration de mon regretté collegue Dominique Bertrand (1), 
dans deux cents échantillons de matiéres fécales provenant de 
malades atteints de troubles intestinaux chroniques; nous ne 
Yavons trouvé que sept fois. D’autre part, nous ne l’avons 
jamais rencontré dans les matiéres de 20 sujets paraissant en 
bonne santé, doués d’un tube digestif fonctionnant normale- 
ment et indemnes de symptémes d’auto-intoxication. Les sept 
malades présentaient des signes de colite muqueuse, avec selles 
molles, mais sans véritable diarrhée ; ils accusaient, au con- 
traire, du spasme du gros intestin, avec rétention plus ou 
moins marquée. L’un d’eux était manifestement un auto- 
intoxiqué. 

Ce microbe semble donc appartenir a la flore intestinale 
pathologique, mais il serait imprudent de se faire une opinion 
définitive sur ce point avant d’avoir examiné les matiéres 
fécales d’un trés grand nombre de personnes bien portantes. 

Quoi qu'il en soit, il est maintenant hors de doute que, 
parmi les espéces microbiennes constituant notre flore intesti- 


(1) Le Dr Dominique Bertrand, préparateur a l'Institut Pasteur, est moe 
au champ Whonneur, & Etrépilly (Bataille de la Marne), le 7 septembre 1944. 
Il devait publier, a occasion du Jubilé de E. Metchnikoff, une étude sur des 
microbes grands producteurs d’indol, isolés avec la méme technique que le 
B. phenologenes, mais, bien entendu, a l’aide de milieux électifs au trypto- 
phane. 
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nale, il y en a parfois qui sont capables de produire, aux dépens 
de la tyrosine, une quantité de phénol beaucoup plus grande 
qu'on ne le croyait généralement. 

Ce n’est d’ailleurs pas seulement au point de vue quantitatif 
que j'ai étudié l'action du B. phenologenes sur Ja tyrosine et je 
me suis efforcé d’établir la nature du phénol formé. A prior, 
je croyais trouver dans mes cultures plutét du paracrésol que 
du phénol, particuligrement dans les cultures semi-anaérobies, 
mais quelles qu’aient été les conditions de mes expériences, je 
n’ai jamais pu constater la présence du p-crésol, au moins en 
quantités décelables par les moyens que j’ai employés. 

J'ai Wabord examiné 10 litres d’une cullure obtenue avec le 
milieu d’isolement dont j’ai donné plus haut la composition. Ce 
milieu était réparti par portion de 750 cent. cubes dans 12 fioles 
a fond plat de 1 litre; aprés ensemencement, le séjour 4 l’étuve 
a 37° a été prolongé 2 semaines. 

J’ai distillé les 10 litres de culture dans un appareil établi de 
maniére & entrainer le phénol par un courant de vapeur d’eau 
surchauffée. J’ai conduit l’opération le plus rapidement possible 
et j’ai arrété la distillation lorsque le liquide qui s’écoulait du 
récipient ne m’a plus donné aucune coloration avec le réactif de 
Millon. Aprés avoir trés légérement alcalinisé ce liquide par NaOH 
je lai distillé pour chasser l’ammoniaque, puis sursaturé par CO* 
apres refroidissement. Je l'ai alors épuisé par petites portions, 
dans une boule & décantation de 2 litres, avec de l’éther conve- 
nablement purifié (1). J’ai alors agité la solution éthérée avec 
100 cent. cubes d’une solution aqueuse de soude a 5 p. 100, rejeté 
léther aprés séparation des deux couches, acidifié par SO‘H? la 
solution alcaline de phénol et épuisé celle-ci par 200 cent. 
cubes d’éther purifié employé par portions de 40 cent. cubes. 

J'ai distillé cette solution éthérée sous pression réduite et & 
la plus basse température possible ; c’est avec le résidu de cette 
distillation, tel quel ou séché dans le vide, que j’ai effectué les 
réactions différentielles du phénol et du paracrésol. 

Avec le perchlorure de fer, en l’absence d’alcool et d’acides, 
j'ai obtenu une coloration violette; avec le ferricyanure de 


(4) Par lavage avec le tiers de son volume d’une solution de soude a 
3 p. 100, puis a plusieurs reprises avec de l'eau distillée. 
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potassium et l'ammoniaque, une coloration rougeatre foncant 
rapidement. L’acide molybdique, en présence d’un grand exces 
@acide sulfurique (réactif de Frohde), m’a fourni une colo- 
ration vert foncé. Avec l’aldéhyde formique et l'acide sulfurique, 
en présence d’alcool, j’ai obtenu un précipité rouge violacé. 
L’aniline, avec hypochlorite de sodium et la soude caustique, 
m’a donné une fort belle coloration bleue ; enfin le chloroforme 
et la potasse ont déterminé, & chaud, l’apparition d’une colo- 
ration rouge violacé. 

Pour toutes ces réactions, au lieu d’utiliser comme témoin 
du phénol tel quel, j’ai préféré répéter, sur une solution 
aqueuse de phénol pur a5 p. 1.000, toutes les opérations 
(Vextraction que j’avais effectuées avec les cultures, et c’est 
également sur le résidu de la derniére distillation de la solution 
éthérée que j’ai fait agir les réactifs. Tous m’ont donné des 
colorations identiques, & lintensité pres, a celles que je viens 
de décrire. 

Toutefois, je ne me suis pas contenté de comparer, avec le 
phénol, le produit provenant de mes cultures et, toujours dans 
les mémes conditions, j’ai préparé un témoin avec du para- 
crésol pur. Ce témoin m’a donné, avec le perchlorure de fer, 
une coloration bleue; avec le ferricyanure un précipité blanc ; 
avec Pacide molybdique, une coloration bleu foncé, légeérement 
teintée de violet; avec le formol, un précipité gris verdatre et, a 
chaud, une coloration verte trés nette; avec l’aniline, aucune 
réaction colorée, de méme qu’avec le chloroforme et la potasse. 

En présence de ces résultats, j’ai examiné des cultures de 
B. phenologenes obtenues avec le méme milieu, non plus a 
lair libre, dans des fioles simplement bouchées au coton, mais 
dans des ballons & fond rond scellés, apres y avoir fait le vide 
avec la trompe & eau. En effectuant l’analyse exactement 
comme je l’ai exposé plus haut, j’ai fait identiquement les 
mémes constatations; pour aucune réaction je n’ai pu observer 
la moindre différence entre les observations fournies par les 
deux séries d’essais et le témoin préparé avec du phénol pur. 

Je puis donc affimer que, méme en milieu peu aéré, le B. phe- 
nologenes donne du phénol, en attaquant la tyrosine, et que, 

s'il produit du para-crésol, ce ne peut étre quien tros petite 
quantité, trop faible pour étre décelée dans les condilions ot 
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jai opéré. Pour élucider ce point, il sera nécessaire dexpéri- 
menter avec de grands volumes de cultures en milieu tyrosiné, 
et d’essayer de caractériser le para-crésol 4 l'état de paracrésol 
sulfonate de baryum (1). 

En dehors de la présence du phénol, les cultures du B. pheno- 
logenes posstdent un caractére sur lequel il est utile d’insister, 
non seulement & cause de son intérét biochimique, mais aussi 
en raison de son importance pour la différenciation des espéces. 
Il consiste dans l’apparition plus ou moins rapide d'une colo- 
ration rose, foncant peu a peu vers le rouge groseille, analogue 
a celle que présente le phénol pur exposé depuis assez long- 
temps a lair. Ce phénoméne est particulicrement net et précoce, 
avee les cultures en surface obtenues sur le milieu préparé en 
solidifiant, par la gélose, le liquide nutritif employé pour Vrso- 
lement (2); par contre, i ne se produit pas dans les cultures 
anaérobies. Je n’ai pas encore pu isoler la substance colorante 
en quantité assez grande pour l’analyser, mais il est vraisem- 
blable qu’elle n’est autre que la phénoquinone, car elle posséde 
le méme spectre d’absorption que les solutions diluées de ce 
composé ou de vieux échantillons de phénol pur teintés de 
rose. 

Au début de mes recherches, je pensais que cette coloration 
rouge était peut-étre due a4 laction d’une tyrosinase sur la 
tyrosine, aussi ai-je essayé a’extraire cette oxydase des cul- 
tures ou des corps microbiens. J’ai obtenu des extraits glycé- 
rinés et aqueux riches en diastases diverses, mais aucun d’eux 
ne possédait d’action sur les solutions de tyrosine. Comme a ce 
moment je ne disposais que d’une trés petite quantité de cet 


(1) Depuis que ce mémoire a été rédigé j'ai constaté que les sulfochlora- 
mines aromatiques, si employées maintenant comme antiseptiques, donnent 
avec les phénols, certains corps a fonctions phénoliques et de nombreux 
composés cycliques ou hétérocycliques, des réactions trés caractéristiques. 
C’est ainsi que, notamment, la p-toluénesodiumsulfochloramine produit, en 
solution aqueuse, une coloration verte intense avec le phénol et les crésols 
ortho et méta, tandis qu’avec le paracrésol elle ne fait apparaitre qu'une 
légere teinte jaune madére clair (topaze). Elle fait preuve également d'une 
grande sensibilité pour la recherche et la distinction des polyphénols; son 
mode d’action sur certains aldéhydes présente aussi quelque intérét au 
point de vue analytique. Je compte d’ailleurs préciser dans une autre publi- 
cation le mode d’emploi et les applications de ce réactif, ainsi que de quel- 
ques autres du méme groupe. 

(2) La coloration rose enyahit peu A peu I’épaisseur de la gélose tyrosinée. 
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acide aminé, j’ai interrompu ces essais; il me semble main- 
tenant qu'il n’y aurait pas grand intérét & les reprendre, 
puisque la matiére colorante présente les caractéres spectro- 
scopiques de la phénoquinone, produit d’oxydation du phénol. 


D’ailleurs, ce ne sont point les particularités de cet ordre 
qui doivent retenir l’attention dans l'étude du B. phenologenes; 
il faut surtout examiner tout ce qui se rapporte & sa propriété 
de produire du phénol en quantités relativement grandes, afin 
de se faire une idée de l'importance réelle du rdle qu’elle joue 
dans l’auto-intoxication intestinale et d’étre en mesure de 
répondre aux objections des auteurs qui ne croient point a l’in- 
fluence néfaste des microbes de notre tube digestif. 

J'ai tout d’abord recherché si Pintensité du pouvoir phéno- 
logéne ne diminuail pas & mesure que se multipliaient les 
passages sur gélose ordinaire. J’ai constaté que, reporté sur 
milieu ne renfermant que de la tyrosine comme aliment orga- 
nique, le B, phenolugenes produisait encore du phénol deux ans 
apres son isolement; la quantité de ce corps formé par litre de 
‘milieu était un peu plus faible que dans les cultures obtenues 
au début, mais jamais elle ne s’est abaissée au-dessous de 
500 milligrammes. Quelques passages en milieu d’isolement 
ramenaient d’ailleurs, tres vite, le pouvoir phénologéne a ce 
qu il avait été, mais, méme aprés vingt réensemencements dans 
ce liquide nutritif, je n’ai jamais observé une proportion de 
phénol supérieure & 821 milligrammes par litre, chiffre un peu 
plus élevé, cependant, que celui de ma premiére détermination. 
A 37°, la teneur en phénol des cultures en milieu tyrosiné 
atteignait son maximum vers le douzitme jour; aprés le quin- 
zieéme, on pouvait observer, dans les cultures bien aérées, une 
trés Iégére diminution du phénol, en méme temps qu'une 
intensification assez nette de la coloration rouge. Toute concen- 
tration des milieux ayant été évitée, il est bien probable que le 
phénol disparu avait été transformé en phénoquinone par oxy- 
dation. 

La persistance du pouvoir phénologéne étant établie, jai 
étudié les variations que font subir & celui-ci les changements 
apportés & la composition du milieu. Pour ces expériences, afin 
de me rapprocher autant que possible des conditions qui se 
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trouvent réalisées dans lintestin, je n'ai pas employé une pep- 
tone quelconque, mais bien le produit de la digestion d'un 
mélange, & parties égales, de pancréas de porc, de viande 
maigre de boeuf et de muqueuse intestinale de porc. La pepto- 
nisation de ces tissus frais, finement hachés, a été conduite 
rapidement et poussée seulement jusqu’a dissolution des élé- 
ments peplonisables; la liqueur, filtrée simplement sur une 
toile fine, a été évaporée jusqu’a siccité, dans le vide, & 45°. 
Grace & M. P. Macquaire, qui trés aimablement a bien voulu, 
sur mes indications, réaliser cette préparation, j’ail disposé 
d’une peptone dont les solutions étaient protéolytiques, préci- 
pitaient par la chaleur, et contenaient une forte proportion de 
tyrosine, décelable par la tyrosinase. Les solutions dont je me 
suis servi contenaient 25 grammes de cette peptone par litre 
elles étaient alcalinisées trés faiblement, et stérilisées par fil- 
tration sur bougie de porcelaine. 

Pour déterminer l’influence du milieu sur la fonction phéno- 
logéne, en méme temps et avec la méme culture de B. pheno- 
logenes, |’ai ensemencé le méme volume de chacun des milieux 
suivants : 

1° Milieu d’isolement ‘tyrosine + sels) 

2° Kau peptonée; 

3° Eau peptonée-+-2 p. 1.000 de tyrosine ; 

4° Kau peptonée+ 2 p. 1.000 de tyrosine +10 p. 1.000 tes 
enter 

° Kau peptonée 4-2 p. 1.000 de tyrosine +10 p. 1.000 de 
canal CO'Ca en exces. 

Apres une semaine de séjour dans l’étuve & 37°, j'ai dosé le 
phénol dans les cing cultures, en opérant exactement dans les 
mémes conditions et sur le méme volume. Si, pour simplifier, 
jexprime par 4 la quantité de phénol trouvée dans la culture 


sur milieu d’isolement, les résultats obtenus peuvent se résu- 
mer comme suit : 


PHENOL 
Lai ei dis ollenient: yarn nen ana 1 
MeN OEMUER oN Geb Ae eo Se A 0,35 
Il. — Eau peptonée + tyrosine libre. en €xcés. = . 0,40 
IV. — Eau peptonée + tyrosine + glucose. ... . 0,00 


V. — Eau peptonée + tyrosine + elucose + CO*Ca. 0,003 


De ces chiffres il résulte que si le B. phenologenes produit la 
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plus grande quantité de phénol lorsqu’il ne dispose que de 
tyrosine comme source de carbone et d’azote, il n’en est pas 
moins vrai qu'il manifeste encore tris activement son pouvoir 
phénologéne, en présence des produits de la digestion pancréa- 
tique de la viande et de quelques substances existant dans le 
contenu intestinal (1). Bien que la différence entre les essais IT 
et IL soit trés faible, il est vraisemblable qu’il préfére la tyrosine 
libre & celle qui lui est fournie par la peptone, ow elle se trouve 
partiellement sous forme de peptides. Par contre, il est incon- 
testable qu’en présence de glucose, il suit la régle commune 
aux microbes producteurs de phénol; en effet, il ne donne pas 
trace de ce composé, & moins qu’un grand excés de carbonate 
de calcium ne vienne combattre l’influence nuisible de la légére 
acidité développée par l’attaque du sucre. L’influence de ce 
neutralisant est d’ailleurs médiocre, puisque la teneur en 
phénol de la culture V est seulement les 3/1.000 de celle 
de la culture I. 

L’addition de 1 p. 100 de bile au milieu peptoné HI est 
sans influence sur la production de phénol; de méme, celle-ci 
nest pas modifiée, quand on ensemence le milieu avec du 
B. colt, du B. aminophilas ou du Proteus vulgaris, douze ou 
quinze heures aprés l’ensemencement par le B. phenologenes. 

En somme, méme dans de médiocres conditions de milieu, 
le B. phenologenes produit des quantités de phénol infiniment 
supérieures a celles que donnent les microbes étudiés Jusqu’ici. 
Les bactériologistes allemands se sont donc trompés en affir- 
mant, & maintes reprises, quela production de phéno! dans les 
cultures pures serait toujours trés faible. Les biochimistes 


(4) Cette peptone est particulitrement recommandable pour l’isolement et 
l'étude des espéces de la flore intestinale. En ajoutant aseptiquement a de la 
gélose A 30 p. 1.000 (préparée a l'eau) des solutions concentrées de peptone 
cenvenablement alcalinisées, stérilisées par filtration et additionnées ou non 
de sucres et de AzO®K, il est facile de préparer tous les milieux solides 
nécessaires. Dans des applications diverses, ils m’ont donné des résultats 
tres intéressants; jaurai lVoccasion d’y revenir, en insistant également sur 
Vinfluence de cette peptone protéolytique sur la production de toxines et 
d’enzymes par certains microbes. Des peptones analogues, préparées a 
basse température, avec des organes ou des substances choisis daprés les 
affinités dun microbe pathogéne donné, permettent dobtenir des milieux 
dont lessai est tout indiqué pour lVisolement de ce germe, l'étude de sa 
virulence ou de ses toxines. (Consulter a ce sujet : A. Bratastor, Application 
dune peptone protéolytique de viande et de muqueuse intestinale 4 la pré- 
paration des milieux de culture. C. R. Soc. de Biol., 17 mars 1917.) 
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d’Allemagne, et non les moindres, ont commis une aussi lourde 
erreur en niant la possibilité de bien étudier la destruction 
microbienne des acides aminés autrement qu’avec des cultures 
mixtes. Dans les études de ce genre, fort belles d’ailleurs par 
leurs résultats purement chimiques, ils sont restés fidéles au 
fragment de pancréas ou de thymus pourri qui semblait étre 
pour eux la seule source possible de microbes acidamino- 
lytiques. Ils n’ont abandonné ce mode d’ensemencement que le 
jour ow j’ai publié mon premier travail sur l'isolement, a l'aide de 
milieux électifs, des microbes qui attaquent spécialement les 
aminoiques. A partir de ce moment, sans jamais me citer dans 
leurs travaux, ils ont adopté les cultures pures et il est & croire 
qu’elles leur ont donné des résultats supérieurs au morceau de 
pancréas putréfié, car ils les ont introduites dans la préparation 
industrielle de certaines amines utilisées en thérapeutique. 

J’aurai, d’ailleurs, l'occasion de revenir sur ces faits; je ne 
les ai signalés ici que pour mieux souligner Vintérét qu il y a, 
lorsqu’on veut étudier la production d'une substance toxique 
par les bactéries de l’intestin, 4 essayer, avec la méthode que 
j'ai indiquée, d’isoler des espéces possédant, au maximum, la 
propriété biochimique envisagée. Dans le cas particulier des 
microbes producteurs de phénol, on voit que les nombreux 
auteurs qui les ont étudiés depuis vingt-cing ans n’ont pu 
découvrir d’espece vraiment active, tandis que trés vite, avec 
les milieux électifs, j’en ai isolé une qui, méme en eau pepto- 
née, donne plus de 250 milligrammes de phénol par litre. Bien 
entendu, a l’aide des méthodes d’étude ordinaires, on peut 
trouver, dans la flore intestinale, des bactéries douées d’une 
puissante aclion acidaminolytique, mais ce n’est que par hasard, 
alors que l'on a presque la certitude d’arriver au résultat cher- 
ché, quand on travaille avec une technique mettant a profit 
nos connaissances actuelles sur la dislocation microbienne des 
molécules aminoiques. 


La notion de l’existence d’espéces microbiennes fortement 
phénologénes étant bien établie, je vais maintenant exposer 
quelques expériences que les remarquables propriétés du 
B. phenologenes m’ont donné l'idée d’entreprendre. 

Depuis longtemps, Péré et Vincent ont montré que le B. coli, 
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faible producteur de phénol, est tras résistant & l’action de ce 
composé; de par ses propriétés mémes, le B. phenologenes 
devait présenter cette particularité, sans doute a un bien plus 
haut degré. J’ai donc déterminé la dose de phénol pur qui est 
nécessaire pour empécher le développement de ce microbe dans 
4 litre de bouillon Martin et j’ai trouvé qu’elle était, en effet, 
de 6,81. J’ai observé, en outre, que du bouillon contenant 
6,5 p. 1.000 de phénol, permettait encore d’obtenir de maigres 
cultures. Celte forte résistance & l’acide phénique n’est guére 
surprenante chez un microbe qui continue & manifester ses 
propriétés phénologénes aprés deux semaines de séjour dans 
des milieux pauvres contenant déja plus de 500 milligrammes 
de cette substance par litre ; il me semble méme probable 
qu'on pourrait l’augmenter encore, dans une certaine mesure, 
en accoutumant progressivement le microbe & des teneurs en 
phénol de plus en plus grandes. Quoi qu’il en soit, ce caractére 
du B. phenologenes posséde un certain intérét pratique, car il 
montre que, dans l’analyse bactériologique des eaux par le pro- 
cédé de Péré ou ses dérivés, on peut éventuellement isoler, & 
coté du B. colt, certains microbes qui sont d’énergiques produc- 
teurs de phénol ; la dose habituelle de 0 gr. 85 d’acide phénique 
pour 1.000, méme & 41°, ne géne en rien le B. phenologenes. Il 
n’y a dailleurs pas grand inconvénient a ce qu'il soit confonda 
avec le B. colt lorsqu’on examine une eau au point de vue micro- 
biologique, car il a, comme celui-ci, la méme origine intesti- 
nale. Toutefois, il est bon de remarquer que ce germe étant 
infiniment moins répandu que le B. coli, sa présence dans 
une eau témoignerait encore plus nettement d’une souillure 
fécale. Sa caractérisation ne présente aucune difficulté puisqu il 
suffit de2 ou 3 passages en milieu d’isolement tyrosiné et d’une 
séparation des colonies sur ce méme milieu gélosé pour lobtenir 
en culture pure. La seule précaution a prendre consiste a n'en- 
semencer qu'avec la plus petite quantité possible les tubes de milieu 
électif et a n'employer qu'une tyrosine parfaitement pure (1). 


(1) Jai eu entre les mains des échantillons de tyrosine commerciale qui 
contenaient: les uns, de la peptone; les autres, de la leucine et de la cystine : 
ils étaient, par conséquent, inutilisables pour la préparation des milieux que 
je préconise. J’ai du également rejelter une tyrosine exempte @Vimpuretés 
organiques, mais contenant des traces de baryum qui empéchaient totalement 
le développement du B. phenologenes. 
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Lorsqu’on n'est pas pressé, la détermination chimique du 
phénol peut, a la rigueur, étre évitée; en effet, les cultures 
en surface sur gélose disolement prennent une teinte rose 
trés nette en quelques jours et Von percoit assez bien 
Vodeur d’eau phéniquée en sentant, au moment ot on les sort 
de ’étuve a 37°, les cultures de dix jours obtenues avec la solu- 
tion de tyrosine (1). La constatation de ces deux caractéres 
organoleptiques, s’ajoutant a celle de la résistance au phénol 
établie par le mode méme d’isolement, suffirait amplement & 
caractériser le B. phenologenes dans la pratique courante des 
laboratoires d’hygiéne ; cependant, il vaudrait toujours mieux 
distiller les cultures et doser le phénol, ne serait-ce que colori- 
métriquement avec le réactif de Millon, pour essayer de trouver 
des microbes encore plus actifs au point de vue de la production 
du phénol. Du reste, il me semble peu probable qu’on en 
découvre donnant un rendement meilleur que le B. phenologe- 
nes. Le poids moléculaire de la tyrosine étant 181, celui du 
phénol 94, les cultures réalisées en présence de 2 p. 1.000 
d’aminoique fournissent donc environ 80 p. 100 de la quantité 
de phénol qui pourrait théoriquement résulter de Ja dislocation 
de la tyrosine. A cause de la trés faible solubilité de celle-ci, et 
sans doute aussi d’une légére action retardatrice du phénol 
formé, ce rendement ne s’améliore pas quand on augmente 
dans les cultures la proportion de tyrosine non dissoute; en 
oulre, j'ai remarqué qu'il ne s’éléve pas non plus dans les 
cultures en milieux renfermant moins de 4 p. 1.000 de tyrosine 
totale, probablement parce que leur teneur en aliment orga- 
nique est insuffisante. 


Telle que je viens de l’exposer, l'étude du B. phenologenes est 
certainement bien incompléte et de nombreux points trés inté- 
ressants restent & élucider; malheureusement, il me sera 


(1) Pour bien percevoir l?odeur de phénol, il faut verser 30 450 cent. cubes 
de culture encore chaude dans un vase largement ouvert et ne pas se con- 
tenter de sentir une culture contenue dans un tube a essai muni de son bou- 


chon d’ouate. 
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impossible d’entreprendre les recherches nécessaires tant que 
je n’aurai pas isolé & nouveau ce microbe. La culture type et 
les 7 échantillons que j’avais identifiés avec mon regretté colla- 
borateur et ami, Dominique Bertrand, ont été perdus faute 
d’avoir été réensemencés depuis que la mobilisation m’a éloi- 
gné de mon laboratoire. Dés que j’aurai la chance de retrouver 
un B. phenologenes possédant une activité biochimique aussi 
grande que celle de la premiére race, je compléterai l’étude de 
cette intéressante espéce en m’efforcant tout d’abord de déter- 
miner la nature des substances formées, en méme temps que le 
phénol, dans les cultures ow la tyrosine est la seule substance 
organique, puis celle des composés qui prennent naissance dans 
les solutions nutritives glucosées. 

Que ce soit avec le B. phenologenes ou avec une espéce ana- 
logue isolée par la méme méthode, des problémes fort impor- 
tants pourront étre abordés, qu’on était forcé, jusquici, de 
laisser de cété parce que l’on ne connaissait point de microbe 
capable de produire autant de phénol aux dépens de la tyrosine. 
I] sera possible, notamment, d’établir l’influence de la surin- 
fection du tube digestif par une bactérie trés phénologéne, 
voire méme d’étudier, par des expériences de tréslongue durée, 
Vaction nocive d’une production exagérée de phénol dans I’in- 
testin. 

On pourra également essayer d’augmenter par l’accoutu- 
mance la résistance au phénol du B. phenologenes, dobtenir 
une race attaquant encore plus énergiquement la tyrosine, de 
préparer un peu de phénol entiérement par voie microbienne 
en soumettant une albumine trés riche en tyrosine 4 I’action 
successive d’une bactérie protéolytique et du B. phenolo- 
genes. 

Il sera aussi trés intéressant d’examiner la résistance des 
microbes phénologénes aux antiseptiques dérivés du phénol ou 
de constitution analogue, de méme que leur action sur des com- 
posés voisins de la tyrosine ou d’autres acides aminés, surtout 
cycliques et hétérocycliques. Dans un autre ordre d’idées, il 
sera non moins important d’étudier l’action sur la tyrosine de 
erandes masses des corps microbiens du B. phenologenes, obte- 
nues par le procédé de M. Nicolle, et, mieux encore, celle 
d’extraits diastasiques du méme bacille, préparés soit par auto- 
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lyse aseptique, soit 4 l’aide du saccharose, de la glycérine ou du 
phosphate disodique (1). 

Mais, quel que puisse étre l'intérét de telles études, les faits 
que je viens de relater suffisent amplement, et j’en suis heu- 
reux, pour montrer combien M. Metchnikoff avait raison de 
prévoir que l’on trouverait dans notre tube digestif de nou- 
veaux microbes producteurs de phénol (2). Il se trouve méme 
que le premier de ceux-ci posséde un pouvoir phénologéne dix 
fois plus grand (3) que celui des plus puissants générateurs 
de phénol connus et que, par conséquent, sa découverte cons- 
titue un nouvel argument & opposer aux auteurs qui nient 
limportance de l’auto-intoxication intestinale (4). 


(1) En 1913, alors que j’étudiais encore le Profeus, j'ai observé qu’on peut 
obtenir des extraits trés actifs en traitant les corps microbiens (proc. 
M. Nicolle) par le sucre finement pulvérisé (1 partie microbes + 2 parties 
sucre) ou en reprenant par l’eau la poudre obtenue dans la déshydratation 
des microbes par PO‘Na?H. Je publierai, d’autre part, les détails de la 
technique qui m’a donné, pour certaines diastases et certaines endotoxines, 
des résultats bien supérieurs 4 ceux que fournissent les procédés usuels. 
Avec mon regretté collégue D. Bertrand, j’ai méme constaté que, d'une 
maniére générale, ces. extraits, surtout ceux résultant du traitement par 
PO'Na?H, constituent d’excellents vaccins préventifs ou curatifs. Les extraits 
obtenus avec le sucre sont particuliérement commodes pour les essais d’im- 
munisation par voie digestive. 

(2) Evre Mercantxorr, Poisons intestinaux et scléroses. Annales de l'Institut 
Pasteur, t. XXIV, octobre 1910, p. 757. 

(3) Je ne tiens compte ici que des quantités dosées dans les milieux pep- 
tonés usuels, car les auteurs qui m’ont précédé ne semblent pas avoir fait 
de cultures en solution de tyrosine. Avec le rendement donné par celle-ci, le 
pouvoir phénologéne du B. phenologenes serait quarante fois plus grand que 
celui des espéces déja connnes. 

(4) Une analyse sommaire de ma note préliminaire sur le B. phenologenes 
(Comptes rendus de l’ Acad. des Sciences, t. 164, 22 janvier, p. 196) me fait dire 
que Visolement d’un microbe grand producteur de phénol « est une preuve 
en faveur de la théorie de Metchnikoff sur Vaction sclérosante des petites 
quantités de phénol et dep. crésol engendrés par la putréfaction intesti- 
tinale ». (Bull. de V'Inst. Pasteur, t. XV, 1917, p. 264). Cette action scléro- 
sante a été établie par les travaux mémes de M. Metechnikoff et, comme 
aujourd’hui, j’avais simplement écrit que lisolement du B. phenologenes était 
une nouvelle preuve de la justesse des prévisions de M. Metchnikoff qui, dés 
1910, pensait qu’on trouyerait de puissants producteurs de poisons parmi les 
microbes de notre tube digestif. 


Mémoire publié 4 l'occasion du jubilé de E. Metchnikoff. 


lee eo poems od eee nein i eptinesinnsbn-isan st 


L'IMMUNITE DANS LA SYMBIOSE 
par J. MAGROU. 


(Avec la planche I.) 


Dans l'étude de la vie en commun des étres supérieurs avec 
les micro-organismes capables de les envahir, il est classique 
de distinguer deux cas, selon que la présence du microbe est 
nuisible 4 Vhéte qui Vhéberge, ou qu'elle lui est avantageuse. 
On saccorde a appeler « maladies parasitaires » les associa- 
tions qui répondent au premier type, et & leur opposer les 
secondes, sous le nom de « symbioses ». 

En fait, une telle distinction a été souvent faite a priort, et 
elle répond moins a la nature des choses qu’a la diversité des 
tendances qui ont guidé les recherches dans ces domaines. Les 
pathologistes qui ont étudié le parasitisme ont eu pour préoc- 
cupation essentielle de préciser les moyens d’altaque et de 
défense mis en ceuvre par des organismes antagonistes. Au con- 
traire, la question de la symbiose a été communément abordée 
avec le souci de déterminer l'utilité des micro-organismes pour 
les hétes auxquels ils s’associent. On concoit par 1a que le pro- 
bléme de limmunité, qui a dominé de bonne heure |’étude des 
maladies infectieuses, ne se soit pas de longtemps posé a pro- 
pos de la symbiose. 

Le sujet a été envisagé, du point de vue le plus large, par 
Noél Bernard, qui a compris que la maladie et la symbiose 
n’étaient que deux aspects différents d’un méme phénoméne, 
et que l’une et l’autre étaient soumises aux lois générales com- 
munes de la pathologie. L’auteur de l’Evolution dans la sym- 
biose a montré clairement que, dans les cas méme ow |’asso- 
ciation entre deux organismes commensaux offre l’apparence 
de la plus parfaite harmonie, les actions réciproques des deux 
hdtes en présence ne différent par rien d’essentiel de celles qui 
s’exercent entre un animal supérieur et une bactérie pathogéne 
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qui tente de l’envahir. A la lumiére de ces découvertes, la sym- 
biose n’apparait plus que comme un mode particulier de maladie 
infectieuse, et son étude devient un terrain de choix pour la 
compréhension des lois de ’immunité. 


Les recherches expérimentales de Noé! Bernarp ont porté sur 
les Orchidées, plantes qui hébergent normalement, dans leurs 
racines, des champignons endophytes. L’expérience montre que 
la symbiose s’établit nécessairement, chez ces plantes, dés le 
début de la vie, la germination de leurs graines ne pouvant se 
faire que si les embryons sont, au préalable, envahis par les 
champignons [4]. Si l’on expose des graines d’Orchidées & 
l'actiondes endophytes, la plupart d’entre elles sont rapidement 
pénétrées par le mycélium. Mais, aprés ce stade uniforme de 
pénétration, on observe des phénoménes variés, suivant les 
conditions de l’expérience [2, 3). Tantét, les embryons se lais- 
sent envahir en totalité et détruire par les champignons, 
auxquels ils n’opposent aucune réaction défensive. Tantdét, au 
contraire, ils détruisent leurs envahisseurs, grace & un méca- 
nisme de digestion intracellulaire, exactement comparable a 
la phagocytose. Tantdt enfin, ils tolérent la présence de leurs 
hotes, et contractent la symbiose avec eux ; dans ce derniercas, 
la phagocytose s’exerce encore, mais de facon partielle et tar- 
dive; elle ne suffit plus & enrayer la marche des champignons, 
et la protection des tissus essentiels de la plante est assurée par 
Vintervention de « propriétés humorales », semblables & celles | 
quis exercent chez les animaux, dans l’immunité acquise. 

L’examen critique de nombreux documents se rapportant & 
la symbiose chez les plantes supérieures a permis & Noél Bsr- 
narp de généraliser les lois qu’il avait découvertes chez les 
Orchidées. Il existe, en effet, un nombre immense de plantes 
qui vivent en symbiose avec des champignons localisés dans 
leurs racines. L’étude de ces « plantes & mycorhizes » a fait 
Vobjet dimportantes recherches histologiques. Mais ces 
recherches ont généralement porté sur des individus parvenus 
& l'état adulte, et si elles sont suggestives par le grand nombre 
et la diversité des espéces chez lesquelles elles ont été pour- 
suivies, elles offrent, en revanche, peu de ressources pour 
comprendre les origines de la symbiose, son évolution et son 
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retentissement sur le développement des étres qui s’y trouvent 
soumis. 

Vai tenté, dans un cas de symbiose observé chez la Pomme 
de terre, d’analyser le mécanisme de l’immunité, en appliquant 
la méthode évolutionniste qui avait guidé Noél Bernarp dans 
ses recherches. 


On sait qu’en régle générale les plantes a tubercules ou a 
rhizome hébergent des champignons de mycorhizes. La Pomme 
de terre cultivée (Solanum tuberosum) parait faire exception a 
cette loi; ses racines sont, en effet, réguliérement indemnes 
a NARs Mais tout porte a croire qu ‘il s’agit la d’une excep- 
tion accidentelle, liée aux conditions particuliéres de vie que 
la mise en culture a imposées, dans ce cas, a la plante. La pré- 
sence de mycorhizes chez les espéces vivaces sauvages du genre 
Solanum parait étre un fait trés général : Janse {9} les a obser- 
vées chez le Solanum verbascifolium des foréts vierges de Java. 
Noél Bernarp [6] les a décrites chez nos Dotces-Améres indi- 
génes (Solanum Dulcamara). Avec M™¢ Noél Bernarp [7], nous 
les avons retrouvées chez le Solanum Magha du Chili, plante 
sauvage a tubercules, trés voisine du Solanum tuberosum cul- 
tivé. Ce dernier fait confirme une hypothése formulée par 
Noé] Bernarp [4], d’aprés laquelle la Pomme de terre descen- 
drait d’ancétres sauvages réguliérement infestés, qui se seraient 
affranchis dela symbiose a la suite de leur domestication. 

Il est facile, d’ailleurs, « d’inoculer » & la Pomme de terre le 
champignon qui vivait en symbiose avec ses ancélres sauvages. 
Il suffit, pour cela, de semer des graines de Solanum tuberosum 
dans un sol oti ont végété des Douces-Améres infestées [40, 14]. 
Dans ces conditions, les racines des jeunes Pommes de terre 
sont rapidement pénétrées par les champignons; mais, par la 
suite, le sort de l’association ainsi ébauchée différe suivant le 
cas. 

Certaines plantes détruisent leurs envahisseurs par une réac- 
tion précoce et énergique, et restent ensuite indemnes d’infes- 
tation. Les autres, au contraire, tolérent leurs hétes, et 
contractent avec eux une symbiose durable. Grice a cette 
circonstance, la culture ainsi conduite prend la valeur d'une 
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expérience comparative, ow les plantes douées d’une immunité 
précoce représentent des « témoins » soustraits & laction des 
parasites. Il suffit de comparer ces témoins indemnes aux pieds 
infestés pour apprécier l’influence de la symbiose sur le déve- 
loppement; une telle comparaison conduit & constater que les 
plantes qui détruisent les champignons dés leur pénétration 
sont, par la suite, réguligrement dépourvues de tubercules: 
leurs rameaux secondaires évoluent en tiges aériennes feuillées 
ou en longs stolons souterrains, non tubérisés. Au contraire, les 
plantes qui réalisent la symbiose produisent toujours des 
tubercules, développés & l’extrémité des courts stolons souter- 
rains qui représentent les ramifications de la tige principale. 
On sait de méme que, chez les Orchidées, la symbiose a pour 
conséquence la formation de tubercules [2]; mais, comme elle 
s’établit ici trés précocement, les tubercules apparaissent dés la 
germination. Les graines de Pommes de terre, au contraire 
des graines d’Orchidées, peuvent germer sans le concours de 
champignons, dans des conditions d’asepsie rigoureuse; la 
symbiose s’établit, dans ce cas, & un stade plus tardif de l’évo- 
lution, et l’on concoit que la tubérisation qui en est la consé- 
quence, soit de méme plus tardive que chez les Orchidées. 

I] existe donc un étroit parallélisme entre le cas de la Pomme 
de terre et celui des Orchidées. L’étude de l’évolution intra- 
cellulaire de l’endophyte des Solanum le fera paraitre plus 
clairement encore. 


* 
* * 


L’infestation des Pommes de terre par leurs champignons 
endophytes s’effectue dans les stades qui suivent la germination, 
au moment ot les plantules déploient leurs cotylédons, et 
accroissent et ramifient leurs racines. La résistance des parois 
cellulaires oppose a la pénétration du mycélium un premier 
obstacle, qui réalise une immunité en quelque sorte mécanique. 
Cette protection mécanique suffit & mettre les racines a l’abri 
de l'invasion de la plupart des micro-organismes qui pullulent 
dans le sol, mais elle est sans effet durable contre les attaques 
de l’endophyte spécifique. 

Le champignon aborde les jeunes racines dans leurs portions 
déja accrues et différenciées, au niveau de la zone des poils 
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absorbants. La paroi cellulosique mince de I’assise pilifére est 
traversée sans difficulté, mais l’assise subéreuse sous-jacente 
oppose une résistance plus sérieuse, que le champignon arrive 
& vaincre par le méme processus trés singulier que Noél Ber- 
NARD avait déja décrit chez la Douce-Amére. 

Parvenu dans l’assise pilifére, le mycélium y forme, en effet, 
des dilatations vésiculeuses a parois épaisses, dont la face pro- 
fonde se découpe par des incisures en digitations, qui viennent 
au contact de l’assise subéreuse et s’appliquent contre sa paroi, 
en formant des disques adhésifs (planche I, fig. 1, d,). Le 
centre du disque adhésif émet ensuite un bourgeon en forme 
de coin, qui invagine la paroi subérifiée, la digére, et fina- 
lement la perfore d’un orifice par ot le mycélium peut s’engager 
dans l’assise subéreuse (fig. 1, d,, d,, d,). 

Arrivés la, les filaments mycéliens reprennent leur calibre 
normal et traversent les cellules en droile ligne, sans s’y 
attarder ; ils atteignent ainsi l’assise corticale sous-jacente, dont 
ils envahissent les cellules. A partir de ce stade, la marche des 
phénoménes différe selon que la symbiose s’établit, ou que 
Vendophyte succombe précocement & l’action nocive que la 
plante exerce sur lui. J’examinerai d’abord le sort du champi- 
enon dans la premiére de ces deux alternatives. 

Parvenu dans les cellules sous-jacentes & l’assise subéreuse, 
le champignon adopte un mode de végétation trés particulier, 
que l’on retrouve, & quelques variantes prés, chez la plupart 
des plantes 4 mycorhizes. Chez la Pomme de terre, la premiére 
étape de cette évolution est marquée par le pelotonnement du 
mycélium. Les filaments, 'aulieu de croitre comme précédem- 
ment en ‘droite ligne, se pelotonnent d’une maniére plus ou 
moins compliquée dans les cellules qu’ils envahissent (planche I, 
fig. 2). Les champignons progressent sous cette forme, et 
arrivent 4 former des plages infestées, vastes et nombreuses, 
qui occupent l’assise moyenne de l’écorce. Mais, dans tous les 
cas, ils demeurent strictement localisés dans cette assise; les 
zones plus profondes de I’écorce, et a plus forte raison le 
cylindre central, restent constamment indemnes d’infestation. 
Les noyaux des cellules infestées sont hypertrophiés et plus ou 
moins déformés; ils prennent parfois un aspect ameboide 
(fig. 2, n). 
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Le mycélium qui forme les pelotons n’est pas cloisonné, ou 
du moins, s’il présente ca et la quelques cloisons, elles sont 
rares et disposées sans ordre. Les filaments sont volumineux, 
de calibre irrégulier; ils renferment un protoplasma réticulé et 
sont pourvus de nombreux noyaux (fig. 2, 7’). Ils ne tardent 
pas a émettre des ramifications qui se divisent, suivant le mode 
dichotomique, en branches de plus en plus gréles, pour se 
résoudre, en définitive, en ramuscules d’une extréme ténuité. 
Ces fins rameaux dichetomes s’enchevétrent d'une maniére 
extraordinairement complexe, formant des buissons touffus qui 
remplissent la cavité des cellules (fig. 3). De telles formations 
sont caractéristiques des champignons de mycorhizes; on leur 
donne le nom d’arbuscules. 

C’est apres la différenciation des arbuscules que les cham- 
pignons accusent les premiers symptomes de dégénérescence. 
Les extrémités des fins rameaux dichotomes se rétractent et 
s'agglulinent, de maniére & former des masses multilobées, 
réfringentes et surcolorables, appendues aux ramifications du 
mycélium (fig. 4 s, s'). Janse [9], qui a décrit ces formations 
chez un grand nombre de plantes 4 mycorhizes, les a désignées 
sous le nom de sporangioles. Gaxtaup [8] a montré qu elles 
devaient étre considérées comme des résidus de la digestion des 
arbuscules par les cellules ot ils se sont formés; un tel proces- 
sus de digestion intracellulaire, s’exercant vis-a-vis d'un 
parasite, est & rapprocher de la phagocytose, qui, chez les ani- 
maux, détruit par le méme mécanisme les germes qui tentent 
de pulluler dans l’organisme (1). 

Grace au progres de la réaction phagocytaire, les sporangioles 
augmentent de volume, deviennent confluents, et finissent par 
former d’énormes masses de dégénérescence mamelonnées, qui 
prennent la place des arbuscules (fig. 5, c). Mais, dans les cas 
méme ott la digestion intracellulaire atteint cette phase ultime, 
les gros filaments mycéliens ne sont pas détruits ; ils restent 
bien vivants, et l’on distingue, aussi nettement qu’aux premiers 


(1) On ne doit pas évidemment s’attendre a retrouver chez les cellules végé- 
tales, enfermées dans des parois rigides, la propriété de poursuivre et 
d’englober les micro-organismes ; mais il suffit que ces cellules soient capables 
ae digérer les parasites qui les envahissent, pour que l’on puisse parler de 
phagocytose, sans s’écarter du sens étymologique de ce terme. 
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stades de linfestation, leur protoplasma réticulé et méme leurs 
noyaux (fig. 5, n'). Comme la progression du champignon 
s'effectue, non par les arbuscules, mais par les gros troncs 
mycéliens, on congoit qu’en dépit de la phagocytose, elle ne 
soit pas enrayée; A partir d’une cellule ow les arbuscules sont 
totalement détruits, les filaments principaux restés intacts sont 
capables de propager l’infestation dans les cellules voisines 
(fig. 5). 

Il n’en est pas de méme lorsque la Pomme de terre, au lieu 
de tolérer la symbiose, détruit précocement ses envahisseurs. 
Dans ce cas encore, les champignons parviennent bien & pro- 
duire des pelotons dans les cellules de l’assise moyenne de 
l'écorce, mais ces pelotons, 4 peine constitués, subissent une 
digestion intracellulaire totale; les gros troncs mycéliens qui 
les forment apparaissent rétractés, surcolorables, vidés de leur 
contenu protoplasmique (fig. 6); les sporangioles manquent ou 
sont de,petite taille, ce qui indique que les arbuscules ne se sont 
pas différenciés, ou du moins n’ont pas eu le temps d’atteindre 
leur complet développement. Aprés cette phagocytose éner- 
gique, la progression du champignon est définitivement enrayée, 
aussi les cellules envahies restent-elles peu nombreuses; elles 
forment de rares plages de dimensions restreintes, que l’on ne 
peut déceler que par un examen minutieux de coupes en série, 
pratiquées dans la totalité des racines de la plante. Noél Brr- 
NARD a observé de pareils cas d'immunité rapidement acquise 
chez des embryons d’Orchidées ; il les a mis en paralléle avec 
les cas d’immunité naturelle observés chez les animaux qui 
guérissent de maladies accidentelles bénignes, apres destruc- 
tion des microbes par les phagocytes [3]. 


* 
* »* 


Il résulte de ces observations que la phagocytose, lorsqu’elle 
sexerce de facon précoce et rapide, suffit & préserver la plante 
de l'invasion de l’endophyte. Mais, le plus souvent, l’action 
digestive des cellules, s’exercant de fagon tardive et partielle, 
respecte, comme on l’a vu, les organes qui servent a la pro- 
gression du champignon; elle est, dés lors, impuissante a 
enrayer sa marche, et lasymbiose peut s’établir. Pourtant, dans 
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ce cas méme, l’infestation reste étroitement localisée dans des 
tissus bien déterminés de la plante; les tubercules, les tiges 
aériennes et souterraines, le cylindre central et les couches cor- 
ticales profondes de la racine, les méristemes, ne sont jamais 
atteints par l’endophyte. Chez Jes plantes qui tolérent leurs 
hdtes et se laissent largement envahir, il persiste donc bien une 
certaine immunité, qui a pour effet d'imposer, en définitive, des 
limites 4 la marche du champignon. La phagocytose n’étant 
plus en pareil cas un moyen efficace, il faut chercher une autre 
cause & cette immunité. 

Noél Bernarn l’attribue aux modes de végétation trés particu- 
liers que les champignons de mycorhizes adoptent communément 
dans leur vie intracellulaire, et qui ont pour effet de ralentir 
leur progression. Le pelotonnement empéche le mycélium de 
progresser suivant le plus court chemin, et le contraint de rester 
localisé, un temps plus ou moins long, dans chacune des cel- 
lules qwil envahit. La formation des arbuscules retarde plus 
stirement encore la marche du champignon, puisque les fila- 
ments gréles qui les constituent ne pénétrent jamais dans les 
cellules voisines de celles qu'ils habitent. Ralentis grace & ce 
processus, les progrés de Vinfestation se réglent, en quelque 
sorte, sur le développementde la plante, et ne peuvent s’étendre 
au-dela. de certaines limites; la protection de la majeure partie 
des tissus de l’héte se trouve, de la sorte, assurée. 

Or les pelotons et les arbuscules, formations constantes chez 
les endophytes intracellulaires, se rencontrent, au contraire, 
exceptionnellement chez les champignons qui ménent une 
existence autonome. ll est vraisemblable quwils’agit ld de modes 
de végétation anormaux, résultant d’une adaptation a la vie 
parasitaire, liés par conséquent a la nature physico-chimique 
de la séve intracellulaire des plantes, autrement dit & une 
propriété humorale. L’immunité dans la symbiose serait dés 
lors comparable 4 l’immunité acquise des animaux vaccinés ; 
on sait, en effet, que, dans le mécanisme de cette immunité, les 
propriétés défensives des humeurs entrent en ligne de comple 
et acquiérent une importance prépondérante. En fait, les 
microbes, dans les humeurs des animaux vaccinés contre eux, 
adoptent des modes de végétation anormaux qui ont pour effet 
d’entraver leur développement. Telle est, par exemple, l’agelu- 
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tination des bactéries, qui se présente dans l’immunité acquise 
comme un épisode & peu prés constant, et que l’on peut rap- 
procher du pelotonnement intracellulaire des champignons 
symbiotiques. ; 

D’ailleurs, dans quelques cas, la réalité de ’immunité humo- 
rale a pu étre mise directement en évidence : Noél Bernarp [5] 
a montré, en effet, que le suc des tubercules d’Orchidées était 
capable de détruire les endophytes de ces plantes; or la sub- 
stance fungicide ainsi produite par les tubercules a une action 
rigoureusement spécifique ; d’autre part, elle est détruite par le 
chauffage & 55°; elle a donc les caractéres essentiels des anti- 
corps qui se développent dans les humeurs des animaux immu- 
nisés. Chez la Pomme de terre, la méme expérience n’a pas 6té 
tentée, mais si l’on observe que la, comme chez les Orchidées, 
la tubérisation est le résultat de Ja symbiose, on est conduit a 
supposer que dans un cas comme dans lautre, les tubercules 
représentent des organes de défense, capables d’assurer la pro- 
tection des plantes contre leurs envahisseurs. 


* 
oa ee 


Les recherches de Noél Bernarp sur les Orchidées et leurs 
Champignons commensaux ont montré quil n’y a pas un 
abime infranchissable entre les moyens de protection des plantes 
et ceux des animaux contre les parasites. L’existence de pro- 
cessus défensifs & peu prés identiques chez deux groupes 
d’Angiospermes aussi distants que les Orchidées et les Solanées 
suggere que les lois de l’immunité ont, chez les plantes comme 
chez les animaux, un caractére général. Quelles que soient les 
lacunes de nos connaissances dans ces sujels complexes, il est 
permis, sans dépasser Ja portée des faits acquis, de pressentir 
qwil sera un jour possible de grouper, dans le cadre d’une 
théorie largement compréhensive, les phénoménes d’adaptation 
des micro-organismes aux hdtes capables de les héberger. 
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LEGENDE DE LA PLANCHE I 


Fic. 1. — Coupe longitudinale d'une racine chez une jeune plantule de 
Pomme de terre, montrant la pénétration du champignon. ap, assise pilifére; 
p, poils absorbants; as, assise subéreuse. On voit dans l’assise pilifére un 
filament mycélien vésiculeux, avec disques adhésifs d,,d.,d3,d,, aux stades 


successifs de leur pénétration; m, peloton mycélien dans l’assise moyenne 
de lécorce; n, noyau cellulaire. 


Fie. 2. — Coupe longitudinale dans une racine de Pomme de terre, mon- 
trant un 'stade |précoce de l'infestation. m, mycélium pelotonné; n, noyaux 
cellulaires; »', noyaux du champignon. 
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Fic. 3.— Un arbuscule dans une cellule corticale d'une racine de Pomme 
de terre, coupée longitudinalement. 


Fic. 4. — Coupe longitudinale dans une racine de Pomme de terre, mon- 
trant le début de la dégénérescence du champignon. s, sporangioles se 
formant aux dépens des rameaux d’un arbuscule; s', sporangioles plus déve- 
loppés. 


Fic. 5. — Deux cellules infestées dans une racine de Pomme de terre. 
On voit en c, dans la cellule inférieure, des corps de dégénérescence volu- 
mineux, résullant de la destruction d’un arbuscule par phagocytose. Mais 
les gros trones mycéliens restés indemnes ont envahi la cellule supérieure, 
ou ils ont produit un arbuscule a.n, noyau cellulaire; n’, noyaux du cham- 
pignon. 


Fic. 6. — Deux pelotons mycéliens phagocytés en totalité, chez une 
Pomme de terre douée d’immunité précoce. Remarquer l’absence de spo- 
rangioles. 

La Pomme de terre dont une racine est figurée en 6 a évolué sans pro- 
duire de tubercules; les racines figurées en 2, 3, 4 et 5 appartiennent A des 
plantes précocement et abondamment tubérisées. I] s’agit dans tous les cas 
de plantes issues de graines. 


(Gr. = 640 pour toutes les figures.) 
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